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(57) Abstract 



The invention concerns novel microspheres particularly useful in pharmaceutics as particulate vectors for carrying biologically active 
substances, in particular hydrophiiic substances, for oral administration. The invention is characterised in that said microspheres consist 
of a support material continuous lattice wherein is optionally dispersed a substance, said support material containing at least 70 wL% of a 
homopolymer consisting of recumenl units corresponding to general formula (I) wherein: R| represents an alkyl group containing 1 to 6 
carbon atoms or a (CH2)ni - COOR3 group wherein m is an integer ranging between I and 5 and R3 represents an alkyl group having 1 to 
6 carbon atoms; R2 represents an alkyl group having 1 to 6 carbon atoms; and n is an integer ranging between 1 and 5. The invention is 
useful in pharmaceutics. 
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(57) Abrege 



La presente invention a pour objet de nouvelles microspheres notamment utiles dans le domaine pharmaceutique comme vecteurs 
particulaires destin6s au transport de substances biologiquement actives, en particulier de substances hydrophiles. en vue d*une administration 
orale. Selon r invention, ces microspheres sont constiiuees d'un r^seau continu d*un mat6riau support dans leque! est 6ventue«ement disperse 
unc substance. ledit mat6riau support contenant au moins 70 % en poids d^un homopolymere conslitu€ d*unit6s r^currentes rdpondant k la 
formulc g^n^rale (I), dans laquelle; Ri repr^sente un groupe alkyle ayant de I & 6 atomes de carbone ou un groupe (ClbV - COOR3 dans 
lequeJ m est un nombre entier compris entre 1 et 5 et R3 repr^sente un groupe alkyle ayant de 1 ^ 6 atomes de carbone; R2 repr6sente un 
groupe alkyle ayant de 1 ^ 6 atomes de carbone; et n est un nombre entier compris entre 1 et 5. Application: domaine pharmaceutique 
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Nouvelles microspheres a base de polyCmethylidene malonate), leur procede de 
preparation et compositions pharmaceutiques les contenant. 

La presente invention a pour objet de nouvelles microspheres notamment 
utiles dans le domaine pharmaceutique conune vecteurs particulaires destines au 
5 transport de substances biologiquement actives, en particulier de substances 
hydrophiles (peptides ou proteines), en vue d'une administration orale. 

L'invention a egalement pour objet un procede de fabrication de ces 
microspheres et des compositions pharmaceutiques les contenant. 

Dans le cadre de la presente description, on entend designer par le terme 
10 "microspheres" des particules sensiblement spheriques, d'un diametre moyen 
compris entre 1 iim cl 100 |im, et de preference entre 5 et 100 pm formees d'un 
reseau continu, plus ou moins dense, d'un maieriau support. 

Ces microspheres se differencient des microcapsules qui sont constituees 
d'une paroi entouranl une cavite. II est cependant a noter que les microspheres 
15 preparees en emulsion multiple peuvent comporter un ensemble de globulus 
disperses dans le reseau continu les constituant. 

Dans ce dernier cas, le volume total de ces globules representera 
generalement une fraction comprise entre 1 : 20 et 1 : 2 du volume total des 
microspheres. 

20 Au cours des demieres annees, de nombreuses etudes ont permis de 

montrer que des systemes particulaires a base de polymeres peuvent etre utilises 
pour modifier le profil de liberation d'une substance therapeutiquement active. 

C'est ainsi que des microspheres a base de polymeres synthetiques, 
comme par exemple, de poly(acide Jactique), de poly(acide lactique-co- 
25 glycolique), de polystyrene, de polyepsilonecaprolactone, de 
polymethylmethacrylate, ou encore a base de methylcellulose ou d'ethylcellulose 
ont ete preparees, par des techniques varices. 

Cep)endant, les microspheres ainsi obtenues sont generalement non 
biodegradables, et lorsqu'elles le sont, elles se caracterisent par une degradation 
30 tres retardee dans le temps. 

Ainsi, dans le cas des microspheres a base d'acide poly(lactique), par 
exemple, la degradation n'est pas progressive et se produit en une seule fois apres 
un intervalle de temps important. 

En outre, les polymeres lactiques se degradent en liberant des produits 
35 fortement acides qui, non seulement entrainent Tautocatalyse de la degradation du 
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polymere, mais sont a Torigine de Tinduction d*incompatibilites avec les 
substances encapsulees, 

Dans le cas des autres polymeres utilises, les microspheres presentent une 
Vitesse de degradation extremement faible, voire nulle. 
5 Le temps de remanence dans rorganisme de telles particules peut en 

limiter Tapplication repetee chez rhomme. , 

Enfin, les microspheres connues se caracterisent, pour la plupart, par une 
hydrophobicite importante qui favorise des interactions fortes et souvent 
denaturantes avec la substance a encapsuler, en particulier lorsque cette demiere 
10 est de nature proteinique ou peptidique. 

II a ete decouvert, et ceci constilue le fpndement de la presente invention, 
qu'il etait possible de realiser de nouvelles. microspheres qui permettent de 
remedier aux inconvenients des microspheres de Tetat de la technique. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente demande a pour objet des 
15 microspheres constituees d'un reseau continu d'un materiau support dans lequel est 
eventuellement dispersee une substance, caracterisees en ce que ledit materiau 
support contient au moins 70 % en poids d'un homopolymere constitue d'unites 
recurrentes repondant a la formule generale (I) suivante : 

COOR^ 



20 



— CH^ C 



COO — (CH2)„ — COOR2 



dans laquelle : 

- R, represente un groupe alkyle ay ant de 1 a 6 atomes de carbone ou un 
groupe (CHj)^ - CQOR3 dans lequel m est un nombre entier compris entre 

25 1 et 5 et R3 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de 

carbone ; 

- Rj represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5. 

U a ete montre qu'en raison de la nature chimique des polymeres formant 
30 leur matrice, ces nouvelles microspheres : 

- presentent une cinetique de degradation progressive et modulee ; 
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- permetlent d'encapsuler avec une grande efficacite des substances hydrophiles, 
notamment d'origine biologique ; 

II a en outre ete observe, d'une fagon tout a fait surprenante et inattendue, 
que ces microspheres : 
5 - peuvent induire une stimulation de la repbnse inununitaire, lorsqu'elles sont 
associees a un antigene ; 

- permettent, dans certains cas, la suppression de reactions pathologiques 
d'hypersensibilite (induction d*une tolerance), lorsqu*elles sont administrees par 
voie orale. 

10 C*est done la nature du materiau polymerique formant la matrice des 

microspheres qui constitue rorigirialite de la presente invention. 

Ce materiau polymerique est essentiellemeni forme d*un homopolymere 
constitue d'unites recurrentes de formule generale (I). 

De tels polyrneres presentent la propriete remarquable d*etre 
15 biocompatibles et bioerodables, c*est a dire qu'ils sont susceptibles de se degrader 
par voie chimique ou biochimique, par coupure des substituants lateraux. 

La Vitesse d'erosion des microspheres conformes a Tinvention etant 
dependante du poids riioleculaire du materiau support, elle peut done etre modulee 
simplement, en utilisant un materiau support ayant un poids moleculaire adapte a 
20 la Vitesse d'erosion desiree. 

Les microspheres selon la presente invention presentent done une 
bioerosion modulee et progressive permettant, par exemple, le transport d*une 
substance biologiquement active, dispersee dans le materiau support, jusqu'a 
Tendroit de Torganisme oil son action sera la plus efficace. 
25 La bioerosion des microspheres evite egalement leur accumulation dans 

Torganisme ; leur utilisation n'est done plus limitee. 

Selon une caracteristique particuliere, Thomopolymere precite est 
constitue d'unites recurrentes repondant a la formule generale (I) dans laquelle : 

R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 
30 R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

n est un nombre egal a 1 ; 
et de preference dans laquelle R, et representent un groupement CH^-CHj. 

Ces differents types de polymeres de la famille des poly(methylidene- 
malonate) conviennent particulierement a Fencapsulation de substances 



4 

WO 99/55309 PCT/FR99/01005 



hydrophiles, notamment d'origine biologique, et eventuellement biologiquement 
actives. 

Par "molecule biologiquement active", on entend de maniere non 
limitative toute molecule ayant une activite biologique prophylactique ou curative, 
5 in vitro ou in vivo, notamment un agent anti-infectieux, en p^articulier un agent 
antiseptique, antibiotique, antiviral, antiparasitaire pu antimitotique, notamment 
anticancereux. 

Des agents antibiotiques ou antiseptiques utilisables peuvent etre par 
exemple la rifampicine et la colistine. 
10 A titre d'exemples d'agents antiviraux, on peut citer de maniere non 

limitative la didanosine, la ribavirine, la zidovudine, Tacyclovir, le ganciclovir, le 
foscamet, la vidarabine et la zalcitabine. 

Le cis-plastine et le taxol peuvent par exemple etre utilises en tant 
qu*agents anticancereux. 
15 Selon un mode de realisation actuellement prefere de Tinvention, le 

materiau support des microspheres contient : 

- de 90 % a 99,5 % en poids d*un homopolymere tel que defini 
precedemment ; et 

- de 0,5 % a 10 % en poids d'un copolymere comportant au moins une 
20 sequence presentant un caractere hydrophile et au moins une sequence presentant 

un caractere hydrophobe, ladite sequence a caractere hydrophobe comprenant de 

preference au moins une unite recurrente repondant a la formule generale (I). 

Avantageusement, la sequence a caractere hydrophile du copolymere 

precite est choisie parmi un poly (oxy ethylene), un poly(alcoolvinylique), une 
25 poly(vinylpyrrolidone), un poly(N-2-hydroxypropyl methacrylamide), un 

poly(hydroxyethylmethacrylate), un poly(amino acide) hydrophile tel qii'une 

polylysine, un polysacch£iride, et sera de preference un poly(oxyethylene). 

Le copolymere peut avoir une structure a blocs, de preference di-blocs ou 

tri -blocs, ou une structure greffee. 
30 L'addition de tels copolymeres dans le materiau support permet d'obtenir 

une dispersion homogene de la substance a encapsuler a Tinterieur de chacune des 

microspheres, - 
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Elle permet egalement de moduler le rapport hydrophilie/hydrophobie de 
la surface des microspheres, ce qui permet d'eviter ou de limiter les interactions 
fortes et souvent denaturantes avec la substance a encapsuler. 

En outre, ces copolymeres, dont la nature chimique de la sequence 
5 hydrophobe est identique a celle de rhomopolymere constituant pour I'essentiel 
les microspheres, sont particuliefement avantageux pour la mise en oeuvre du 
procede actuellement prefere de preparation des microspheres comme cela sera 
explique plus en detail par la suite. 

D'une fagon generale, les microspheres conformes a la presente invention 
10 peuveht eire obtenues par la mise en oeuvre d'uh procede comportant : 

- la preparation d'une emulsion multiple a trois phases, dont la phase 
intermediaire est constituee d*une solution du ou des polymeres constituant le 
materiau support dans un solvant organique volatil, et 

- Tevaporation dudit solvant organique, dans des conditions permettant de 
15 provoquer la precipitation du polymere autour des gouttelettes constituant la phase 

interne. 

Cette emulsion multiple peut etre obtenue de fagon classique en 
dispersant une emulsion primaire du type eau-dans-huile dans une seconde phase 
aqueuse contenant un agent stabilisant. 

20 Cette emulsion multiple peut egalement etre obtenue par un procede 

"inverse" consistant a verser une solution aqueuse dans une emulsion primaire de 
type eau-dans-huile. D'une fagon tout a fait inattendue, ce procede "inverse" a 
permis d'obtenir des resultats tout a fait remarquables parfois meme meilleurs que 
ceux obtenus par la technique classique precitee. 

25 Ainsi, selon uri deuxieme aspect, lai presente invention cbnceme un 

procede d'obtention de microspheres telles que precedemment decrites, 
comprenant : 

a) la preparation d'une premiere solution du ou des polymere(s) precite(s) 
constituant le materiau support dans un solvant organique volatil contenant 

30 eventuellement uh agent tensio-actif, 

b) la preparation d'une seconde solution non miscible avec la solution 
obtenue en a), contenant eventuellement ladite substance a disperser et 
eventuellement un agent tensio-actif. 
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c) la preparation d'une emulsion primaire par dispersion de la seconde 
solution dans la premiere solution, la phase continue etant constituee par la 
solution de polymere(s), 

d) la preparation d'une emulsion secondaire : 

5 - soit en dispersant, sous agitation, I'emulsion primaire obtenue en c) dans un 
milieu dispersant non miscible. avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 
dispersant contenant eventuellement un agent stabilisant ; 

- soit en versant sous agitation, dans ladite emulsion primaire, une solution 
constituee d*un milieu non miscible avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 
10 contenant eventuellement un agent stabilisant, 

e) Tevaporation dudit solvant organique sous agitation. 

Selon une caracteristique particuliere de Tinvention, le precede precite 
comprend en outre : 

f) l*isolation des microspheres par centrifugation 

15 g) un ou plusieurs lavages successifs desdites microspheres 
h) la lyophilisation desdites microspheres. 

La premiere etape du procede de preparation des microspheres conforme 
a rinvention comporte done la realisation d'une emulsion de type eau-dans-huile 
de preference en presence d'un agent tensio-actif approprie, la phase huileuse ou 

20 organique contenant le ou les polymeres destines a constituer le materiau support 
desdites microspheres. 

Dans un premier temps, une solution du ou des polymere(s) consiituant le 
materiau support est preparee a Taide d*un solvant organique volatil approprie 
eventuellement en presence d'un agent tensio-actif. 

25 Avantageusement, on utilisera dans cette etape, des polymeres preformes 

dans la measure ou les homopolymeres constiiuant pour I'essentiel le materiau 
support des microspheres peuvent etre obtenus dans des conditions permettant une 
boime caracterisation en terme de masse molaire et de dispersite en masse. 

Les homopolymeres constitues d'unites recurrentes repondant a la 

30 formule generale (I) peuvent etre prepares a partir de monomeres, par exemple, en 
suivant le procede decrit dans le brevet EP 283346 correspondant aux brevets US 
4 931 584 et US 5 J42 098 incorpores ici par reference, lesdits monomeres etant 
generalement degazes sous vide de pompe a palettes jusqu'a poids constant pour 
eiiminer i'inhibiteur de polymerisarion (SO^). 
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Ces homopolymeres seront cependant avantageusement prepares par voie 
anionique en milieu aprotique, par exemple par dispersion du monomere dans 
I'acetone, suivie de Tajout de soude sous agitation, encore suivie de Tevaporation 
de raceione et du sechage du polymere ainsi obtenu. 

D'autres solvants organiiques aprotiques tels que racetonitrile, le dioxane 
et le letrahydrofurane peuvent etre utilises en lieu et place de Tacetone. 

La masse moleculaire de rhomopolymere susceptible d'etre obtenu par la 
mise en oeuvre de ce procede peut etre parfaitement maitrisee par un choix 
judicieux des conditions de mise en oeuvre, et en particulier de la concentration en 
monomere dans la phase organique/ du pH et de la molarite de Tamorceur de 
polymerisation (soude). 

D'une fagon generale, on utilisera dans le cadre de la presente invention 
des homopolymeres presentant une masse molaire moyenne de 1.000 a 100.000, et 
de preference de 5.000 a 80.000. 

Le solvani organique volatil susceptible d'etre utilise pour la preparation 
de la premiere solution contenant le ou les polymeres constituant le materiau 
support sera generalement choisi de telle sorte que son point d'ebullition soit 
inferieur a celui de Teau. Ce solvani pourra done etre elimine facilement lors de 
Tetape finale d'evaporation en permeuant la precipitation du polymere. 

L'acetate d'ethyle constitue un solvant organique volatil particulierement 
approprie a cet effet. 

Les tensio-actifs susceptibles d*etre utilises pour la stabilisation de 
I'emulsion primaire peuvient etre de nature variee et seront ajoutes a la phase 
organique contenant le(s) polymere(s) (premiere solution) et/ou a la phase aqueuse 
(seconde solution) constituant la phase dispersee. 

II peut s'agir par exemple d'un pbloxamer tel que le produit 
commercialise sous la denomination Pluronic® F68, ou bien encore d*un alcool 
polyvinylique tel que le produit commercialise sous la denomination Mowiol® 40- 
88, ou bien encore d*un polysorbate, ou bien encore d'un copolymere tensio-actif 
dont la sequence hydrophobe presente une nature chimique identique a celle de 
rhomopolymere constitue d*unites recurrentes repondant a la formule generale (I). 

II a ete montre que de tels copoly meres tensio-actifs et en particulier les 
' copolymeres de poly(methylidene malonate) et de polyoxyethylene sont 
particulierement avantageux dans la mesure o6 ils permettent d'une part, d'obtenir 
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une emulsion primaire tres stable et d'autre part, d'obtenir un bon ancrage du 
tensio-actif dans la matrice apres evaporation du solvant. 

Les copoly meres tensio-actifs precites peuvent etre prepares par des 
techniques de polynfierisation classiques bien connues de Thomme de metier. 
5 Parmi ces techniques, on utilisera de preference la_ polymerisation par 

voie anionique, la polymerisation par yoie radicalaire, ou encore la technique de 
couplage des sequences precurseurs du copolymere, ces sequences ayant ete au 
prealable fonctionnalisees en bout de chalne de fa^on adequate. 

La polymerisation par voie anionique convient plus particulierement a la 
10 preparation de copolymeres a blocs. 

Elle comporte Taddition sequentielle des mpnomeres et permet d'obtenir 
des copolymeres de structure parfaitement defmie, les quanlites d'amorc^urs et de 
monomeres engages pemiettant de controler le degre de polymerisation de 
chacune des sequences. 
15 Un copolymere a blocs peut etre ainsi obtenu : 

- soil par polymerisation anionique d'un premier monomere et reaction 
sur la chaine en croissance d*un second monomere ; 

- soit par activation d'un polyrnere precurseur qui servira d'amorceur a la 
polymerisation d'un second monomere. 

20 Les agents d'amorfage susceptibles d'etre utilises dans le cadre de ces 

polymerisations par voie anionique seront generalement : 

- d'une part, les derives organometalliques comme le butyllithium et en 
particulier le diphenylhexyllithium ; 

- d'autre part, des alcoolates et en particulier les alcoolates 
25 macromoleculaires tels qu'un alcoolate de POE qui peuvent etre generes par 

activation d'une fonction hydroxy a Taide de cumylpotassium* de 
diphenylmethylpotassium, de naphtalene potassium. 

La polymerisation par voie anionique sera generalement realisee dans un 
solvant compatible avec les diverses sequences du copolymere. 
30 Dans le cas ou la sequence a caractere hydrophile est constituee d'un 

poly(oxyethylene) et la sequence a caractere hydrophobe est constituee d'un 
poly(methylidene malonate), les copolymeres a blocs seront prepares de 
preference par polymerisation anionique successive de Toxyde d'ethylene puis du 
methylidene malonate ou par activation d'un precurseur polyoxyethylene 
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monohydroxyle commercial et polymerisation anionique subsequente de la 
sequence poly(methylidene malonate). 

D'une fa9on generale, on utilisera de preference le tetrahydrofurane 
comme solvant de polymerisation, ce produit permettant de travailler en milieu 
5 homogene et influen9ant favorablement la cinetique de polymerisation. 

Les monomeres utilises pour la preparation des sequences hydrophiles 
seront generalenrient des produits commerciaux. 

La technique de couplage convient egalement plus particulierement a la 
preparation de copolymferes a blocs. 
10 Cette reaction est generalement realisee a partir d'homopolymeres 

presynthetises el forictionnalises, en presence d'un agent de couplage et 
eventuellement d'un agent d'activation, dans un solvant approprie. 

Dans le cas de la preparation des copolymeres preferes selon Tinvention, 
dont la sequence hydrophile est constituee d*un poly(oxyethylene) et la sequence 
15 hydrophobe est constituee tfun poly(methylidene malonate), on utilisera 
avantageusement un homopolymere du poly(oxyethylene) fonctionnalise par un 
groupement a-carboxy et un homopolymere du poly(methylidene malonate) 
fonctionnalise par un groupement a-hydroxy. 

L'homopolymere du poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupement 
20 a-carboxy peut etre obtenu par exemple par transformation par Tanhydride 
succinique d'un poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupement a-hydroxy 
commerciaL 

L'homopolymere du poly(methylidene malonate) fonctionnalise par un 
groupement a-hydroxy peut etre obtenu directement par synthese anionique en 
25 milieu aqueux ou par synthese anionique dans un solvant en utilisaht une solution 
aqueuse de sonde comme amorceur de la polymerisation. 

En tant qu'agent de couplage particulierement adapte a cette 
polyinerisation, on utilisera avantageusement le dicyclohexylcarbodiimide 
(DCCI). 

30 La reaction de couplage peut etre eventuellement activee par catalyse 

basique et se deroulera generalement dans un solvant compatible avec les 
homopolymeres; conune en particulier le dichloromethane dans le cas particulier 
des copolymeres prefei-es de rinvention. 
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La polymerisation par voie radicalaire convient plus pariiculierement a la 
preparation de copolymeres greffes. 

Cette polymerisation est generalement realisee a panir d*un 
macromonomere, c'est a dire d'un oligomere portcint a Tune de ses extremites un 
5 groupement ethylenique polymerisable par voie radicalaire et susceptible de reagir 
avec un monomere pour former un copolymere a structure greffee. 

Cette polymerisation sera generalement realisee en presence d*un 
amorceur dans un solvant approprie. 

Dans le cas de la preparation des copolyrneres dont la sequence 
10 hydrophile est constituee d*un poly(oxyethylene) divers macromomeres 
fonctionnalises pourront eire utilises. 

On preferera plus particulierement utiliser un macromonomere de 
poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupenient methacryloyle. 

Un tel produit peut etre commercial (Aldrich) et sera constitue par 
15 exemple d'une chaine de poly(oxyethylene) de niasse molaire comprise entre 308 
et 440 g/mol, ou sera prepare a partir d*un poly(ethyleneglycol)monomethylether 
commercial par couplage avec Tacide methacrylique dans le dichloromethane pour 
former une fonction terminale methoxy. 

On peui encore preparer un tel macromonomere par activation d*un 
20 poly(oxyethylene) et reaction subsequente sur le chlorure de methacryloyle. 

Les copolymeres a structures greffees peuvent egalement etre prepares 
par transesterification d'un poly{oxyethylene) monomethylether sur des chaines 
laterales esters d'un poly(methylidene malonate) pre-synthetise. 
Cette transesterification sera generalement realisee avec de Talcool en presence 
25 d'un catalyseur a temperature elevee. 

Des copolymeres dont la masse molaire totale des sequences a caractere 
hydrophobe est comprise entre 1.000 et 80.000 g/mol, et de preference entre 
1 .000 et 50.000 g/mol conyiennent particulierement dans le cadre de la presente 
invention, 

30 D'une fagon generale, Temulsion primaire servant a la preparation des 

microspheres selon Tinvention pourra etre obtenue au moyen d'un 
homogeneisaieur cisaillant par exemple de type Ultraturrax (13.500 tr/mn - 5 mn). 

La substance a encapsuler est generalement additionnee a la phase 
aqueuse dispersee de Temulsion primaire. 
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La deuxieme etape du precede de preparation des microspheres 
conformes a Tinvention comprend la preparation d'une emulsion secondaire : 

- soit en dispersant, sous agitation, Temulsion primaire obtenue a la premiere etape 
dans un milieu dispersant non miscible avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 

5 dispersant cdnienant eventuelleriient un agent stabilisant ; 

- soit en versant sous agitation dans ladite emulsion primaire, une solution 
constitute d'un riiilieu non miscible avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 
contenant eventuellemenl un agent stabilisant. 

Generalement, le milieu dispersant non miscible avec I'emulsion primaire 
10 est une phase aqueuse dans laquelle Temulsion primaire est introduite de 
preference goutte a goutte et Temulsion est egalement realisee par exemple a Taide 
d'un homogeneisateur du type Ultraturrax (8.000 tr/mn ; 5mn). 

L'alcobl polyvinylique constitue un agent stabilisant particulierement 
approprie pour la preparation de Temulsion secondaire, 
15 Eventuellemenl, cette deuxieme etape peut etre suivie d*une etape 

supplementaire de deplacement du solvant organique. 

La troisieme etape essentielle du procede de preparation des 
microspheres conformes a Tinvention, consiste a evaporer le solvant organique 
volatil ayanl servi a la preparation de la solution du ou des polymeres. 
20 Dans le cas particulier ou ce solvant est Tacetate d'ethyle, cette 

evaporation s'effectue pendant une duree d'environ 12 heures a temperature 
ambiante, sous agitation mecanique ( L400 tr/imi). 

L*homme de metier . choisira de fagon appropriee les differentes 
conditions de mise en oeuvre de ces trois premieres etapes eissentielles du procede 
25 conforme a la presente invention en fonction des caracteristiques physico- 
chimiques et morphologiques des microspheres recherch<Jes. 

D*une fagon generale, ces microspheres presenteront un diametre moyen 
compris entre 1 jam et 100 pm, de preference entre 5 \im et 50 pm pour leur 
application en tant que vecteurs dans le domaine phamiaceutique* 
^0 D'une fafon generale, les microspheres obtenues a Tissue de la troisieme 

etape seront isolees par centrifugation , lavees el eventiiellement lyophilisees. 

Selon un troisieme aspect, la preseinte invention conceme egalement des 
compositions pharmaceutiques contenant les microspheres qui viennent d'etre 
decrites. Ces compositions seront -generalement appropriees pour une 
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administration par voie orale el se presenteront par exemple sous la forme de 
comprimes, de gelules, de poudres ou de granules. 

La presente invention va maintenant etre illustree par Jes exemples non 
limitatifs suivants : 

5 Dans ces exemples, les abreviations suivantes ont ete utilisees : 

OE : oxyde d'ethylene 
POE : poly(oxyethylene) 

MM 2.1.2 rmethylidene malonate repondant a la formule : 



10 



O 
II 

— OCH2CH3 

H,C=C 

— o — — qC 

OCH2CH3 

encore denomme : l-ethoxycarboriyl-l-ethoxycarbonylmethylene- 
oxycarbonylethene 

PMM2*1.2 : polymere constitue d^unites monomeres recurrentes 
repondant a la formule 



20 



COOCH2CH3 



CO — O— CH2 rCOOCH2CH3 



Par ailleurs, dans ces exemples : 
- la taille des microspheres a ete mesuree par la technique du compteur Coulter et 
25 Texamen morphologique realise en microscopic electronique a balayage, soit sur 
les microspheres brutes de fabrication, soit apres cryofracture ; 
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- la masse moleculaire des poly meres a ete deierminee par chromatographie de 
permeation de gel (CPG). 

EXEMPLE 1 

5 

1 OO mg de methylidene malonate 2.1.2 sont dissous dans 10 ml d'acetone 
sous agitation magnetique. 100 microlitres de soude 0,1 N sont ajoutes 
progressivement sous agitation magnetique. La polymerisation est maintenue 
pendant 5 minutes puis 100 microlitres d*HCl OJ N sont ajoutes toujours sous 
10 agitation magnetique. L'acetone est entierement evapore sous vide. Le polymere 
obtenu est ensuite lave a I'aide d'environ 100 ml d*eau distillee puis seche sous 
vide. La masse moleculaire de ce polymere est de 30.000. 

280 mg de polymethylidene malonate sont dissous dans 10 ml d'acet^te 
15 d'ethyle. 1 ml de phase aqueuse contenant 60 mg d'ovalbumine est emulsionne 
dans la phase organique sous agitation a Taide d*un Ultraturrax a une vitesse de 
13.500 rpm pendant 5 minutes. Cette emulsion est ensuite ajoutee a 100 ml d'une 
solution aqueuse d*alcool polyvinylique a 2 %, Tagitation etant realisee a I'aide 
d'un Ultraturrax a une vitesse de 8.000 rpm pendant 5 minutes. L'evaporation de 
20 Tacetate d*ethyle est realisee a temperature ambiante pendant la nuit, sous agitation 
mecanique (pale toumante) a une vitesse de 1.400 rpm. Les microspheres sont 
recueillies apres centrifugation a 4,000 rpm pendant 10 minutes puis lavees 6 fois 
avec de Feau distillee et chaque fois soumjses a une nouvelle centrifugation. Apres 
la demiere centrifugation, les microspheres sont remises en suspension dans un 
25 volume de 3 ml d'eau distillee puis lyophilisees. 

Les microspheres ainsi obtehues ont un diametre moyen de 6 microns et 
14,2 % de Tovalbumine mise en oeuvre dans la preparation sont encapsules dans 
les microspheres de PMM 2.1.2, ce qui correspond a une encapsulation de 2,5 % 
30 (w/w). 

Cette preparation est administree par voie orale a des souris C3H a la 
dose de 100 microgrammes d'ovalbumine encapsulee (par souris et par jour) 
pendant 5 jours consecutifs. Le dernier gavage a lieu 7 jours avant la 
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sensibilisation des animaux a rovalbumine qui est effectuee par injection sous- 
cutanee d'ovalbumine libre (100 microgrammes par souris) aux jours JO et J14. 90 
% des souris survivent a la deuxieme injection d*ovaIbumine alors que moins de 
30 % des souris gavees par les microspheres sans ovalbumine ou par la meme 
5 dose d'ovalbumine non encapsulee survivent. 

EXEMPLE 2 

On procede suivant Texemple 1 mais du Pluronic F 68 est ajoute dans la 
10 phase aqueuse contenant Tovalbumine a la concentration de 2 %. 

EXEMPLE 3 

On procede suivant Texemple 1 niais 20 mg de copolymere de POE- 
15 PMM sont ajoutes dans la phase organique contenant le polymere. 

Dans cet exemple, un copolymere a blocs POE-PMM 2.1.2 a ete utilise. 
Ce copolymere a ete obtenu par polymerisation successive des deux monomeres 
en commengant par la preparation du bloc POE, par la mise en oeuvre du 
protocole experimental suivant. 
20 Le reacteur dans lequel est effectue la polymerisation (250 ml) est 

raccorde a une rampe a vide permettant de travailler sous vide pousse et de 
s*affranchir des impuretes protiques. 

Le solvant (THF, 150 ml) purifie de toute trace d'humidite est cryodistille 
dans le reacteur a - TO^'C. 
25 L'amorceur (Terbutanolate de potassium (O.IN/THF) ; 10 ml) est ensuite 

ajoute a I'aide d'une seringue au travers d'un septum. 

L'oxyde d'ethylene (5 g) est alors introduit par cryodistillation. 

La polymerisation s'effectue a temperature ambiante pendant 48 heures. 
Apres cette duree, un prelevement permet de controler, par chromatographie par 
30 permeation de gel, la masse molaire (4.000 g/mol) et I'indice de polymolecularite 
(1. 13) de la premiere sequence. 

Le MM 2.1.2 (0,5 ml) fraichement degaze sous vide pour enlever le SO, 
utilise comme inhibiteur de polymerisation, est alors rajoute rapidement et en une 
seule fois a temperature ambiante. 
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Apres 5 heures, le copolymere est desactive par ajoui de methanol el 
precipiie dans Tether diethylique. 

5 motifs derives de MM 2.1 .2 sont fixes au POE, ce qui correspond a une 
masse molaire pour le PMM 2. 1 .2 de 1 . 150 g/mol. 
5 L'anaiyse thermique du copolymere revele une temperature de transition 

vitreuse de - 16°C ainsi qu'un pic de fusion de 45°C (AH =117 J/g). 

EXEMPLE 4 

10 On precede suivant la technique decrite dans Texemple 1, mais 

Tovalbumine (60 mg) est remplacee par 2 mg du peptide V3 28 de la boucle V3 
BRU de la gp 120 du VIH (sequence NNTRKSIHl GPGRAFYATGDIIGDIRQA). 
Les microspheres obtenues ont une taille moyenne de 5.8 microns et 70 % du 
peptide V3 28 mis en oeuvre sont encapsules dans les microspheres ce qui 

15 correspond a une encapsulation de 0.48 % w/w. L'etude realisee en microscopic 
eleictronique a balayage revele des particules lisses et de forme spherique. 

EXEMPLE5 

20 On procede suivant Texemple 4 mais du Pluronic F 68 est ajoute dans la 

phase aqueuse contenant le peptide a la concentration de 2 %. Les microspheres 
obtenues ont une taille de 7.0 microns et 70 % du peptide V3 28 rnis en oeuvre 
sont encapsules dans les microspheres. 

25 EXEMPLE 6 

On procede suivant Texemple 4 mais 20 mg de copolymere de POE- 
PMM sont ajoutes dans la phase aqueuse contenant le peptide. 

30 
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EXEMPLE 7 

On precede suivant Texemple 4 mais 20 mg de copolymere de POE- 
PMM sent ajoutes dans la phase organique contenant le polymere. 

5 

EXEMPLE 8 

On precede suivant I'exemple 1 mais la phase aqueuse interne est 
constituee de 1 ml d'acide acetique 0,5M contenant 3 mg de collagene de type II. 
10 Les microspheres ainsi obtenues ont un diametre moyen de 6 microns et 66.6 % 
du collagene mis en oeuvre dans la preparation sont encapsules dans les 
microspheres de PMM2.1.2, ce qui correspond a une encapsulation de 0.7 % 
(w/w). 

15 EXEMPLE 9 

On procede suivant Texemple 1 mais la phase aqueuse interne est 
constituee de 1 ml d*eau distillee. Les microspheres ainsi obtenues ne contiennent 
pas de substance biologiquement active. Leur diametre moyen est de 7.0 microns. 

20 

EXEMPLE 10 

On procede suivant la technique decrite dans Texemple 1 mais 
rovalbumine (60 mg) est remplacee par le plasmide pCDNA3 (5 mg). 
25 Les microspheres obtenues ont une taille moyenne de 7 pm et 9,8 % de 

plasmide mis en oeuvre sont encapsules dans les microspheres ce qui correspond a 
une encapsulation de 0,1 7 % (w/w). 

L'etude realisee en microscopic electronique a balayage revele des 
particules lisses et de forme spherique. 

30 

EXEMPLE 11 

On procede suivant Texemple 10 mais du Pluronic® est ajoute dans la 
phase aqueuse contenant le plasmide, a la concentration de 2 %. 
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Les microspheres ainsi obtenues ont un diametre moyen de 7 pm et 12 % 
du plasmide mis en oeuvre sont encapsules dans les microspheres ce qui 
correspond a une encapsulation de 0,22 % (w/w). 

EXEMPLE 12 

On precede suivant la technique decrite dans Texemple 1 mais 
rovalbumine (60 mg) est remplac^e par roligonucleotide (pdT16) (2 mg). 

Les rriicrospheres obtenues ont une taille moyenne de 4,8 ^xm et 20,6 % 
d'oligonucleotide mis eri oeuvre sont encapsules dans les microspheres ce qui 
correspond a une encapsulation de 0,19 % (w/w). 

EXEMPLE 13 

On procede suivant Texemple 12 mais du Pluronic® a la concentration de 
2 % est ajoute dans la phase aqueuse contenant roligonucleotide. 

Les microspheres obtenues ont un diametre moyen de 5,7 ^m et 23 % 
d'oligonucleotide mis en oeuvre sont encapsules dans les microspheres ce qui 
correspond a une encapsulation de 0.21 % (w/w). 
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REVENDICATIONS 

L Microspheres constituees d'un reseau continu d'un materiau support dans 
lequel est eventuellement dispersee. une substance, caracterisees en ce que ledit 
5 materiau support contient au moins 70 % en poids d'un homopolymere constitue 
d'unites recurrentes repondant a la formule generale (I) suivante : 

cooRy 

— CH2 — c — 

coo — (CH2)„ — COOR2 

10 dans laquelle : 

- R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ou un 
groupe (CHj)^ - COOR3 dans lequel m est un nombre entier compris entre 1 et 
5 et R3 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 

- R2 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 
15 - n est un nombre entier compris entre 1 et 5. 

2. Microspheres selon la revendication 1, caracterisees en ce que 
rhomopolymere precite est constitue d'unites recurrentes repondant a la formule 
generale (I) dans laquelle : 

R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 
20 R^ represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 
n est un nombre egal a 1. 

3. Microspheres selon la revendication 1, caracterisees en ce" que 
rhomopolymere precite est constitue d'unites recurrentes repondant a la formule 
generale (I) dans laquelle R, et representent un groupement CH2-CH3. 

25 4. Microspheres selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 

caracterisees en ce que ledit materiau support contient : 

- de 90 % a 99,5 % en poids d'un homopolymere tel que defini a la revendication 
l,2ou3;et 

- de 0,5 % a 10 % en poids d'un copolymere comportant au moins une sequence 
30 presentant un caractere hydrophile et au moins une sequence presentant un 
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caractere hydrophobe, ladite sequence a caractere hydrophobe comprenant au 
moins une unite recurrente repondant a la formule generale (I). 

5. Microspheres selon la revendication 4, caracterisees en ce que la 
sequence a caractere hydrophile dudil copolymere precite est choisie parmi un 

5 poly(oxyelhylene), un poly(alcoolvinylique), une poly(vinylpyrrolidone), un 
poly(N-2 hydroxypropyl methacrylamide), un poly(hydroxyelhylmethacrylate), un 
poly(amino acide) hydrophile tel qu'une polylysine, un polysaccharide. 

6. Microspheres selon la revendication 4 bu 5, caracterisees en ce que ledit 
copolymere a une structure a blocs, de preference di-blocs ou tri-blocs, ou une 

10 structure greffee. 

7. Microspheres selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisees en ce qu*une substance est effectivement dispersee dans ledit 
materiau support, ladite substance etant eventuellement biologiquement active. 

8. Microspheres selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
15 caracterisees en ce que ladite substance dispersee est un peptide. 

9. Microspheres selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisees en ce que ladite substance dispersee est une proteine. 

10. Precede de preparation de microspheres selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comprend : 

20 a) la preparation d'une premiere solution du ou des polymere(s) precite(s) 

constiiuant le materiau support dans un solvant organique volatil contenant 
eventuellement un agent tensio-actif, 

b) la preparation d'une seconde solution non miscible avec la solution 
oblenue en a), contenant eventuellement ladite substance a disperser et 

25 eventuellement un agent tensio-actif, 

c) la prepiaration d'une emulsion primaire par dispersion de la seconde 
solution dans la premiere solution, la phase continue etant constituee par la 
solution de polymere(s), 

d) la preparation d'une emulsion secondaire : 

30 - soit en dispersant, sous agitation, Temulsion primaire obtenue en c) dans un 
milieu dispersant non miscible avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 
dispersant contenant eventuellement un agent stabilisant ; 
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- soit en versant sous agitation, dans Jadite emulsion primaire, une solution 
constiiuee d'un milieu non miscible avec ladite emulsion primaire, ledit milieu 
contenant eventuellement un agent stabilisant, 
e) Tevaporation dudit solvant organique sous agitation. 

5 11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comporte en 
outre une etape e*) de deplacement dudit solvant organique, ladite etape e*) etant 
mise en oeuvre entre Tetape d) et Tetape e). 

12. Procede selon la revendication 10 ou 11, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre : 

10 0 risolation des microspheres par centrifugation 

g) un ou plusieurs lavages successifs desdites microspheres 

h) la lyophilisation desdites microspheres. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 12, caracterise en 
ce que I'agent tensio-actif utilise pour la preparation de Temulsion primaire est 

15 choisi parmi les poloxamers, les polysorbates, les alcools polyvinyliques et les 
copolymeres tels que definis dans Tune quelconque des revendications 4 a 6. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 13, caracterise en 
ce que ledit agent stabilisant utilise pour la preparation de Temulsion secondaire 
est un alcool polyvinylique 

20 15. Compositions pharmaceutiques destinees a une administration par voie 
orale, caracterisees en ce qu*elles contiennent des microspheres telles que definies 
a Tune quelconque des revendications 1 a 9 ou obtenues par la mise en oeuvre du 
procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 14. 

25 
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